异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是恶性血液病最有效的治疗方法之一，急性移植物抗宿主病（GVHD）是allo-HSCT后最主要的并发症和移植失败的重要原因。目前，在临床上预防和治疗急性GVHD的手段仍然十分有限[@b1]--[@b2]。因此，早期预测、早期预防、早期干预是减少和减轻急性GVHD的关键，也是提高allo-HSCT成功率的关键。近年来急性GVHD的机制被逐渐阐明，但其诊断技术进展仍十分缓慢，主要还是依靠临床表现以及靶器官组织的活检。由于急性GVHD的临床表现缺乏特异性，与移植后粒细胞缺乏期感染、植入综合征、放化疗损伤等难以鉴别，因此寻找急性GVHD特异性生物学标志物对于疾病的早期诊断及精准治疗显得尤为重要[@b3]。半乳糖凝集素（Galectin）是一类能与糖类专一的非共价结合，并具有凝集细胞和沉淀聚糖与复合糖作用的非抗体蛋白质或糖蛋白，广泛分布于人体多数组织中，在细胞黏附、细胞凋亡、炎症反应、肿瘤转移等各种生理和病理过程中发挥重要作用[@b4]--[@b8]。本研究探讨外周血Galectin-9水平对allo-HSCT后急性GVHD的预测作用。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：本研究共纳入2013至2014年在我院接受allo-HSCT的血液病患者29例，其中男16例，女13例，中位年龄26（14\~42）岁；急性髓系白血病（AML）17例，急性淋巴细胞白血病（ALL）5例，骨髓增生异常综合征（MDS）4例，慢性髓性白血病（CML）3例；亲缘全相合移植21例，单倍型移植3例，无关供者移植5例；移植时原发病完全缓解28例，部分缓解1例。以粒细胞集落刺激因子（G-CSF）5 µg·kg^−1^·d^−1^×4\~5 d进行干细胞动员。预处理方案：8例采用阿糖胞苷（Ara-C）+白消安（Bu）+环磷酰胺（Cy）+司莫司汀（Me-CCNU）方案，21例采用Ara-C+Bu+氟达拉滨（Flu）+Me-CCNU方案。GVHD预防：21例患者采用环孢素A+甲氨蝶呤（MTX）方案，8例采用环孢素A+MTX+霉酚酸酯（MMF）方案。急性GVHD按照Glucksberg标准分级。13例（44.83%）患者发生急性GVHD，其中4例（13.79%）为Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD，16例（55.17%）未发生急性GVHD。所有患者及健康志愿者均签署知情同意书。

2．ELISA法检测Galectin-9浓度：收集我院2013至2014年行allo-HSCT的29例恶性血液病患者及15例健康志愿者（对照组）的外周血标本。allo-HSCT患者于干细胞回输前及造血重建（移植后粒细胞及血小板均植活）时采集外周血标本（肝素抗凝）。对于标本采集时存在感染的患者予以剔除。用ELISA法检测Galectin-9浓度（试剂盒为美国R&D Systems公司产品，按照说明书操作）。

3．随访：采用查阅门诊/住院病历及电话联系方式进行随访。随访截止日期为2017年12月31日。总生存（OS）时间：造血干细胞回输至随访截止或因任何原因引起死亡的时间。

4．统计学处理：采用Graphpad prism5.0和SPSS 25.0软件进行统计学分析，结果以均数±标准误表示。单变量两组资料之间的比较采用独立样本*t*检验；生存曲线用Kaplan-Meier；用ROC曲线来评估Galectin-9表达水平诊断急性GVHD患者的灵敏度及特异度。*P*≤0.05认为差异具有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．allo-HSCT患者移植前Galectin-9浓度与急性GVHD的关系：29例患者移植前Galectin-9浓度高于对照组\[（10.39±0.85）µg/L对（4.83±0.49）µg/L，*P*\<0.001\]；13例发生急性GVHD患者移植前Galectin-9浓度低于16例未发生急性GVHD患者\[（7.96±1.18）µg/L对（12.37±0.97）µg/L，*P*=0.007\]；Ⅰ/Ⅱ度急性GVHD患者（9例）、Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD患者（4例）移植前Galectin-9浓度分别为（9.29±1.78）µg/L、（5.84±0.29）µg/L（*P*=0.162）；Ⅰ/Ⅱ度急性GVHD患者与未发生急性GVHD患者移植前Galectin-9浓度\[（12.37±0.97）µg/L\]差异无统计学意义（*P*=0.113）。未发生急性GVHD组（16例）移植前Galectin-9浓度明显高于Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD组（*P*=0.002）。

2．allo-HSCT患者移植后Galectin-9：急性GVHD组植活时Galectin-9浓度高于未发生急性GVHD组\[（17.78±1.78）µg/L对（9.45±0.80）µg/L，*P*\<0.001\]，且移植患者Galectin-9浓度明显高于正常对照\[（13.19±1.19）µg/L对（4.83±0.49）µg/L，*P*\<0.001\]。在发生急性GVHD的患者中，Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD患者Galectin-9浓度\[（23.25±2.59）µg/L\]明显高于Ⅰ/Ⅱ度急性GVHD患者\[（14.37±1.45）µg/L\]及未发生急性GVHD的患者\[（9.45±0.80）µg/L\]（*P*=0.008，*P*\<0.001）。而Ⅰ/Ⅱ度急性GVHD患者Galectin-9浓度明显高于未发生急性GVHD的患者（*P*=0.004）。

3．allo-HSCT患者移植前后Galectin-9浓度：未发生急性GVHD组移植前、移植后外周血Galectin-9浓度分别为（12.37±0.97）µg/L、（9.45±0.80）µg/L（*P*=0.028）；急性GVHD组移植前、移植后外周血Galectin-9浓度分别为（7.96±1.18）µg/L、（17.78±1.78）µg/L（*P*\<0.001）。

4．生存分析：至随访截止时，29例患者中22例存活，其中3例患者分别在移植后3.5、8.3、8.5个月复发。7例患者死亡（2例死于复发，3例死于肺部感染后呼吸衰竭，2例死于Ⅳ度急性GVHD）。中位随访时间为1 470（105\~1 816）d。

对患者移植前后Galectin-9的表达水平进行ROC分析，进一步分析Galectin-9的表达对allo-HSCT患者临床预后的影响。移植前Galectin-9水平ROC分析提示，其曲线下面积为0.851（95%*CI* 0.686\~1.000）（*P*=0.001），最佳甄别阈值为8.86 µg/L，灵敏度为0.875，特异度为0.846。移植后Galectin-9水平ROC分析显示，其曲线下面积为0.887（95% *CI* 0.741\~1.000）（*P*\<0.001），最佳甄别阈值为13.61 µg/L，灵敏度为0.846，特异度为0.875。移植前高表达Galectin-9的患者（≥8.86 µg/L）与低表达的患者（\<8.86 µg/L）3年OS率分别为（87.50±8.27）%、（84.61±10.01）%（*P*=0.505）（[图1](#F1){ref-type="fig"}），3年累积复发率分别为（13.33±8.78）%、（7.69±7.39）%（*P*=0.617），非复发死亡率分别为（12.95±0.56）%、（7.69±7.39）%（*P*=0.911）。移植后Galectin-9高表达（≥13.61 µg/L）、低表达（\<13.61 µg/L）患者的3年OS率分别为（69.23±12.80）%、（100.00±6.05）%（*P*=0.009）（[图2](#F2){ref-type="fig"}），非复发死亡率分别为（23.08±11.69）%、（0.00±7.39）%（*P*=0.023），3年累积复发率分别为（8.33±7.98）%、（12.50±8.27）%（*P*=0.708）。

![移植前高表达Galectin-9组与低表达Galectin-9组总生存曲线](cjh-41-01-023-g001){#F1}

![移植后高表达Galectin-9组与低表达Galectin-9组总生存曲线](cjh-41-01-023-g002){#F2}

讨论 {#s3}
====

急性GVHD的相关危险因素包括干细胞的输注量、年龄、供者性别、干细胞来源、全身照射、细胞因子及受体的基因多态性等[@b3]，但临床上仍然无法准确预测急性GVHD的发生和发展。理想的生物学标志物不仅应具备敏感性、特异性、无创性及标准化等特点，还应该能够预测疾病预后并对治疗效果进行评估。尽管已发现多种miRNA、细胞因子及免疫调节细胞对于急性GVHD的诊断及预后相关，但目前的研究仍局限于动物实验及小样本临床研究，其可靠性及临床应用价值仍需验证。

Galectin广泛分布于人体多数组织中，包括脑、乳腺、胃、肝脏、胰岛细胞、肺、子宫、扁桃体和多种免疫细胞，在细胞黏附、细胞凋亡、炎症反应、肿瘤转移等各种生理和病理过程中发挥重要作用[@b4]--[@b8]。在乳腺癌、口腔肿瘤、肝癌、膀胱癌患者中均发现了肿瘤细胞Galectin-9高表达[@b9]--[@b12]，而在一些肿瘤模型中，重组Galectin-9能明显抑制肿瘤转移[@b13]--[@b15]。可见Galectin-9与肿瘤的发生、发展、转移和预后密切相关，在机体肿瘤免疫调节中发挥重要作用[@b16]。最新有Meta分析研究了Galectin-9对2 408例实体肿瘤患者预后的影响，结果发现Galectin-9的表达与肿瘤患者预后具有显著相关性，Galectin-9可作为评估实体瘤患者预后的有效生物学标志[@b17]。而在自身免疫性疾病小鼠体内，注射重组Galectin-9蛋白能减轻疾病严重程度，降低疾病致死率[@b18]--[@b20]。急性GVHD与自身免疫性疾病的发病机制具有相似的免疫学特征，注射重组Galectin-9蛋白能明显减轻实体器官移植小鼠急性排斥反应并延长生存时间[@b18]--[@b20]。可见Galectin-9在移植后免疫耐受中同样发挥着重要的作用。然而有关Galectin-9在allo-HSCT中的研究非常有限，其与急性GVHD的发生及患者预后是否具有相关性尚不明确。故本研究是首次在移植患者体内，通过检测Galectin-9的表达探讨其在预测allo-HSCT后急性GVHD及患者预后中的作用。

在本研究中，我们发现Galectin-9在allo-HSCT中具有预测急性GVHD的发生及发展的重要临床意义。我们研究发现，在移植前，患者外周血中Galectin-9的表达越高，其移植后发生急性GVHD概率越低，但是移植前Galectin-9的表达高低并无法预测急性GVHD的严重程度。且根据对移植前Galectin-9表达的ROC分析，其表达高低对患者3年OS率、非复发死亡率和复发率并无预测价值。然而我们却发现，在移植后植活时，患者外周血中Galectin-9的表达变化趋势与移植前完全相反。未发生急性GVHD的患者移植前Galectin-9高表达且在移植后逐渐下降，而发生急性GVHD的患者移植前Galectin-9低表达且移植后则明显升高。造血干细胞植活时，患者外周血Galectin-9浓度越高，其发生急性GVHD的可能性越大。且高表达患者，急性GVHD的严重程度也越重。此外，我们通过对移植后Galectin-9表达水平进行ROC分析，将13.61 µg/L作为甄别阈，结果发现，移植后高表达Galectin-9患者3年OS率较Galectin-9低表达患者更差，非复发死亡率明显增高，而3年复发率却无明显差异。我们推测，OS和非复发死亡率的差别是由于急性GVHD的发生所导致的，移植后Galectin-9高表达患者发生急性GVHD的概率明显增高，其值越高，急性GVHD的程度越重，故增加了急性GVHD相关死亡率及并发症的发生，导致OS率明显降低、非复发死亡率增高。由此，我们认为，移植前检测Galectin-9有助于预测移植后发生急性GVHD的风险，然而在移植后干细胞植活1周内检测Galectin-9的表达更具有临床意义。若患者此时Galectin-9浓度水平大于13.61 µg/L，则考虑发生急性GVHD的可能性极大。对于这类患者，应密切关注其病情变化并提前进行急性GVHD的预防及干预。

本研究结果显示Galectin-9具有作为免疫调节方面生物标志的重要潜能，尤其在allo-HSCT后预测急性GVHD的发生及预后中具有重要临床意义。目前，关于Galectin-9在allo-HSCT中的调节作用的研究较少,具体机制有待于进一步研究阐明，对Galectin-9进行深入研究或许能够为急性GVHD的预防和治疗提供一个新思路。
